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HYDRQLYSE ENZYMATIQUE DES 4-METHYI THIO BUTYRONIITRII F 

La pr6sente invention concerne Tutilisation d'une nitrilase comme 
catalyseur d'hydrolyse d'un groupe nitrile en groupe carboxylique. Elle 
concerne plus pr6cisement Tutilisation de la nitrilase choisie parmi les 
5 nitrilases des micro-organismes du genre Alcaligenes, Rhodococcus ou 
Gordona et plus pr6cisemment ^ Alcaligenes faecalis d6pos6e sous le 
num6ro ATCC 8750, de Rhodococcus sp. HT 29-7 d6pos6e sous le num6ro 
FERM BP-3857ou de Gordona terrae MA-1 d6pos6e sous le num6ro FERM 
BP-4535. 

10 La nitrilase d " Alcaligenes faecalis est d6crite par exemple dans les 

brevets europ6ens et japonais publi6s sous les num6ros respecWs 
EP 348 901 et JP 03 224 496, tous deux appartenant £ la soci6t§ ASAHI. 
Dans ces brevets, et particulidrement dans le brevet europ6en, la nitrilase est 
utilis6e pour produire £ partir de nitriles rac6miques des acides optiquement 

15 actifs. Les nitriles pr6f6r6s de d6part sont a substitu6s et cornportent une 
chame alkyle contenant de pr6f6rence 1 & 3 atomes de carbone ou un 
radical aromatique. Uexemple 11 du brevet europ6en sus mentionnfe d6crit 
Thydrolyse du mand6lonitrile rac6mique par Alcaligenes faecalis . Cacide 
mand6lique R-(-) est obtenu avec un exc6s 6nantiom6rique de 91 %. Le 

20 brevet europ6en 486 289 et son Equivalent am6ricain le brevet US 5 326 702 
de la soci6t6 NITTO CHEMICAL d6crivent I'utilisation d % Alcaligenes so 
BC35-2 (FERM No 11265 ou FERM-BP-3318) pour hydrolyser le 
mand6lonitrile en presence d'un sulfite, I'acide mand6lique est obtenu dans 
ce cas avec un excds 6nantiom6rique d'environ 98%. 

25 Le brevet JP 04 341 185 de la soci6t6 ASAHI d§crit encore la 

preparation et Tutilisation de la nitrilase d' Alcaligenes faecalis ATCC 8750 
pour r6soudre les probldmes de preparation de composes optiquement purs 
& partir de leur nitrile rac6mique. La nitrilase 6nantios6Iective d6crrte dans le 
brevet japonais ci-dessus r6f6renc6 est capable plus pr6f6rentiellement 

30 d'hydrolyser les 2-hydroxynitrile de formule g6n§rale (I) suivante en acide 2- 
hydroxycarboxylique de formule (II) suivante : 
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2 

OH 

R-C-CN (1) 
H 

OH 

R— C— COOH(||) 
H 

dans lesquelles R repr6sente un groupe aryle 6ventuellement substitu6 ou un 
groupe h6t6rocyclique 6ventuellement substitu6. II est indiqu6 dans ce brevet 
5 que I'hydrolyse du nitrile de I'acide mand6lique par ladite nrtrilase permet 
d'obtenir 100 % d'excds 6nantiom§rique en acide R-(-) mand6lique. II est 
indiquS dans Pexemple 5 que ladite nitrilase peut 6tre utilis6e pour hydrolyser 
des nitriles aliphatiques comme le vaterontoile, I'acrylonitrile, les 
2-halog6nopropionitriles, le chloroac6tonitrile. Rien n f est pr6cis6 en ce qui 
10 concerne l'§nantios6lectivit6 de cette hydrolyse sur les nitriles aliphatiques 
ayant un centre d'asym6trie. 

Ce texte precise aussi que la nitrilase d 'Alcaligenes faecalis pr6sente 
un optimum d'activitd & un pH compris entre 6.5 et 8.0, la temp6rature de 
mise en oeuvre de la dite enzyme doit toujours, selon cette r6f6rence, 6tre 
1 5 situ6e en-dessous de 45°C. 

II est apparu de fagon tout & fait 6tonnante que ladite enzyme 
d 'Alcaligenes faecalis ATCC 8750, lorsqu'eile 6tait utilisfce pour hydrolyser le 
4-m6thylthio 2-hydroxy butyronitrile, r6alisait cette hydrolyse sans aucune 
s6lectivit6 du point de vue de la puret6 optique. Cette enzyme hydrolyse ledit 
20 nitrile en produisant un m6lange rac6mique des deux acides sans aucune 
pr6pond6rance de Tun ou de I'autre des isomdres. 

La nitrilase de Rhodococcus so . HT 29-7 d6pos6e sous le num6ro 
FERM BP-3857 est d6crite par exemple dans les brevets europ&en et 
am§ricain publics sous les num6ro respectifs EP 610 049 et US 5 296 373, 
25 tous deux appartenant a la soci6t§ NITTO. 

Dans ces brevets, et particulferement dans le brevet amfericain, la 
nitrilase est utilisfee pour produire & partir de nitriles rac6miques porteur d'un 
groupe ph6nyl des acides optiquement actifs. Les nitriles de d6part 
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comportent tous un radical aromatique, il s'agit essentiellement de Thydrolyse 
du mand6lonitrile ou de ses d6riv6s substitu6s sur le noyau aromatique. 
L'exemple 1 du brevet am6ricain sus mentionn6 d6crit Thydrolyse du 
mand6lonitrile rac6mique par Rhodococcus so . HT 29-7, Tacide mand6lique 
5 R-(-) est obtenu avec un exc6s 6nantiom6rique de 100 %. Uexemple 2 d6crit 
Thydrolyse des d6riv6s substitu6s du mand6lonitrile sur le noyau, l'exc§s 
6nantiom§rique en d6riv6 de Tacide mand6lique est aussi de 100 %, il en est 
de m§me lorsque I'hydrolyse est r6alis6e sur les nitriles du benzald6hyde. 

Le brevet europ6en 610 049 de la soci6t6 NITTO CHEMICAL d6crit 
10 I'utilisation de Rhodococcus sp . HT 29-7 (FERM BP-3857), 
&AlGa!iQene$ gp.BC35-2 (FERM BP-3318) ou de Brevibacterium acetvticum 
IAM 1790 pour hydrolyser des a hydroxy nitriles substitu6s en position 7 par 
un noyau aromatique en acide a hydroxycarboxylique substitu6 par un 
groupe ph6nyle optiquement actif. Les acides obtenus avec Rhodococcus sp . 
15 HT 29-7 pr6sentent toujours un excSs 6nantiom6riques variable selon le 
nitrile de d6part et selon la presence ou I'absence decide phosphorique (pH 
fix6 aux environs de 8,2). 

II est apparu de fagon tout & fait gtonnante que ladite enzyme de 
Rhodococcus so. HT 29-7 (FERM BP-3318), lorsqu'elle 6tait utilis6e pour 
20 hydrolyser le 4-m6thylthio 2-hydroxy butyronitrile, r6alisait cette hydrolyse 
sans aucune s6lectivit6 du point de vue 6nantiom6rique. Cette enzyme 
hydrolyse (edit nitrile en produisant un m6lange rac6mique des deux acides 
sans aucune pr6pond6rance de Tun ou de Pautre des isomfcres. 

La nitrilase de Gordona terrae MA-1 d6pos6e sous le num6ro FERM 
25 BP-4535 est d6crite dans le brevet europeen 0 610 048 pour hydrolyser des 
nitriles porteurs en 7 d'un groupe ph6nyl et en a d'un groupe hydroxy en 
acide correspondant optiquement actif. L'excds 6nantiom6rique varie dans 
tous les exemples entre 92 et 100%. 

II est apparu de fagon tout d fait 6tonnante que ladite enzyme de 
30 Gordona terrae MA-1 d§pos6e sous le num6ro FERM BP-4535, lorsqu'elle 
6tait utilis6e pour hydrolyser le 4-m6thylthio 2-hydroxy butyronitrile, r6alisait 
cette hydrolyse sans aucune s6lectivit6 du point de vue 6nantiom6rique. 
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Cette enzyme hydrolyse ledit nitrile en produisant un melange rac6mique des 
deux acides sans aucune preponderance de Tun ou de 1'autre des isomeres. 

La pr6sente invention concerne done un proc6de de preparation 
decides 4-m6thylthio butyrique a substitu6s rac6miques par hydrolyse des 
5 4-m6thylthio butyronitrile a substitu6s rac6miques par la nitrilase d'un des 
microorganismes suivants: Alcalipenes faecalis d6pos6 sous le num6ro 
ATCC 8750, Rhodococcus sd . HT 29-7 d6pos6e sous le num6ro FERM 
BP-3857ou de Gordona terrae MA-1 d6pos6e sous le num6ro FERM 
BP-4535. 

10 Selon le proc6d6 de Finvention, le micro-organisme peut etre utilise 

tel quel ou immobilise sur des supports bien connus de rhomme de Tart. 

Par ailleurs Information g6n6tique qui code pour I'enzyme peut dtre 
transferee du micro-organisme parental (tel que A. faecalis ATCC8750...) 
vers un micro-organisme tel que Bacillus subtilis. 

15 Une variante du proc6d6 de Pinvention consiste & mettre en oeuvre 

en quantite correspondante, & la place d'un micro-organisme, son enzyme 
libre ou immobilis6e, celle-ci etant totalement ou partiellement purifiee. 

On pr6f6re parmi les 4-m6thylthio butyronitriles a substitu6s utiliser le 
4-m6thylthio 2-hydrt>xy butyronitrile qui permet de preparer 
20 Thydroxyanalogue de la methionine racSmique. Cette technologie de 
preparation des derives de la methionine permet d'6viter la formation de 
produits secondares min6raux en quantites importantes dont les rejets 
posent de plus en plus de probl§mes & cause des contraintes en ce qui 
concerne la protection de I'environnement. 

25 Ces enzymes pr6sentent dans le. cadre de la pr6sente invention une 

activite nitrilase dans une zone de pH comprise entre 4 et 1 1 et un optimum 
d'activite & un pH compris entre 5 et 9. Leur temperature optimale de mise 
en oeuvre est comprise entre 30 et 60°C, on pr6f6re n6anmoins les utiliser 
entre 30 et 50°C. 



30 On preiere travailler avec une concentration en nitrile dans la solution 

de depart comprise entre 10 mmoles et 400 mmoles par litre et de 
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pr6f6rence entre 50 et 200 mmoles par litre. La concentration en sel 
d'amrnonium de I'acide obtenu a peu d'influence sur l'activit§ de Tenzyme 
lorsqu'elle est inf6rieure & 2 moles par litre et elle est de preference comprise 
entre 0,1 et 1,5 mole par litre. 

5 ^invention sera plus complement d6crite & Taide des exemples 

suivants qui ne doivent pas §tre consid6r6s comme limitatifs de Tinvention. 
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EXEMPLE 1 

Le micro-organisme Alcaligenes faecalis ATCC 8750 est cultiv6 dans 
le milieu suivant : 

Acetate d'ammonium 1 0 g/l 



5 Extrait de levure 5 g/l 

Peptone 5 g/l 

K 2 HP0 4 5 g/l 

MgS04, 7H 2 0 0,2 g/l 

FeS04,7H20 30 mg/l 

10 NaCI 1 g/l 

Benzonitrile 0,5 g/l 
pH 7,2 



La culture est r6alis6e a 30°C dans des fioles d'Erlenmeyer de 2 
litres contenant 600 ml de milieu. Le tout est agite a 150 tours par minute 
15 durant 30 heures. Le culot cellulaire est r6cup6re, Iav6 avec une solution de 
NaCI a 9g/l puis congeie. 

Conditions op6ratoires pour I'hydrolyse du butyronitrile : 
4-methylthio 2-hydroxy butyronitrile 50 mM 



Cellules 5 mg/ml 

20 Tampon phosphate 200 mM 

Temperature 30°C 

Dur6e 4 heures 



L'6tude cinetique d'hydrolyse du 4-m6thylthio 2-hydroxy butyronitrile 
montre une production Iin6aire de 2,8 pmoles d'hydroxy analogue de la 
25 methionine par heure et par mg de cellules s6ches. L # exc6s 6nantiom6rique 
de I'acide forme a 6t6 mesure par chromatographie liquide, il est 6gal & 0 % 
pour un rendement en acide de 80 %. 

EXEMPLE 2 

On a 6valu6 la stability de ('enzyme en suivant la cinetique de 
30 production de I'hydroxy analogue de la methionine pendant 180 heures avec 
des cellules libres. 



WO 96/09403 PCIYFR95/01196 



Les conditions op6ratoires sont les suivantes : 
4-m6thylthio 2-hydroxy butyronitrile 1 00 mM 
Cellules 10 mg/ml 

Tampon phosphate 300 mM 5 ml 

5 Temp6rature 25°C 



Le nitrile est ajout6 s6quentiellement par ajout de 100mmoles de 
nitrile apr6s 6puisement. La formation de I'acide correspondant est indiqu6 
dans le tableau I : 



TEMPS 


Acide Forme 
(mmoles/litre) 


Activite 
(umoles/h. mg de cell. s. 


0 


0 


0 


2h 


39 


1,7 


17h 


230 


1.3 


24 h 


312 


1.7 


47 h 


466 


1.2 


70 h 


556 


0.4 


172 h 


860 


0,6 


180 h 


940 


0.6 



L'activit6 initiale est de 2 pmoles/h.mg de cellules sdches. Get 
10 exemple prouve la stability de I'enzyme malgrd la pr6sence de fortes 
concentrations en acide (0,9 mole d'hydroxy analogue de la m6thionine) 

EXEMPLE 3 

La stability de I'enzyme en fonction de la quantity de substrat et de la 
quantit6 decide form6 a aussi 6t6 mesur&e dans les conditions suivantes : 

15 Stability de Teruyme en fonction de la quantity de substrat 

Nitrile cf Tableau rfesultats 

Cellules 10 mg/ml 

Tampon phosphate 300 mM pH 7,0 5 ml 

Temperature 25°C 
20 Dur6e 1 heure 
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Concentration en nitrile 
(mM) 


Activit6 
(umoles/ h. mg de cell, s.) 


50 


2 


100 


2 


150 


2 


200 


2 


. 500 


0 



Stability de Penzyme en fonction de la quantity d'acide form6 

Conditions op§ratoires: 

Nitrile 50 mM 

Cellules 2,5 mg/ ml 
Tampon phosphate 100 mM pH 7,0 1 ml 

Temperature 30°C 
Duree 2 heures 



Concentration en acide 
(mM) 


Activite 
(pmoles/ h. mg de cell, s.) 


0 


3.2 


100 


4,5 


200 


3,8 


300 


4,1 


400 


4 


500 


4 


600 


3.4 


700 


2.8 



EXEMPLE 4 

Purification de la nitrilase 

10 Les cellules d' Alcaliaenes faecalis sont cultiv6es 24 heures & 30°C 

dans le milieu d6crit d Texemple 1 . 



Apr6s centrifugation de la culture, le culot est repris dans le tampon 
pH 7,5 (25mM trisHCI, 10 % (p/v) glycerol). La suspension cellulaire est 
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trait6e aux ultrasons puis centrifug&e afin d'obtenir I'extrait brut. L'extrait brut 
est ensuite trait6 avec du sulfate d'ammonium jusqu'a 30 % de la saturation. 
Le pr6cipit6 obtenu est resuspendu dans le tampon pH 7,5 puis dialys§ 
contre 2 litres du m§me tampon durant une nuit. 

5 La solution obtenue est ensuite d6pos6e sur une colonne 

6changeuse d'anions Q Sepharose Fast Flow HR 26/10® pr6alablement 
6quilibr6e avec le tampon pH 7,5. L'activit6 est ensuite 6Iu6e avec un 
gradient de 0 & 1 M de NaCI. 

Les fractions actives sont ensuite d6pos6es sur une colonne 
10 6changeuse d'anions Mono Q HR 5/5® pr6alablement 6quilibr6e avec du 
tampon pH 7,5. La nitrilase est 6lu6e a I'aide d'un gradient de 0 a 1 M de 
NaCI. 

Pour finir, les fractions contenant l'activit§ sont r6unies, puis est 
ajoute 1 M de sulfate d'ammonium. Cette solution est d6pos§e sur une 
15 colonne d'int6ractions hydrophobes Phenyl sepharose HR 5/5® 
pr&alablement 6quilibr6e avec le tampon pH 7,5 additions de 1 M de 
(NH4)2S04- L'activite est ensuite 6lu6e avec un gradient de 1 d 0 M en 
sulfate d'ammonium. 

Le poids moteculaire de la prot6ine est d6temin§ par gel filtration. II 
20 est d'environ 260 kDa. Sur gel de SDS-PAGE, on observe une unique bande 
de 43 kDa (purete de 95 %). 

La cin6tique d'hydrolyse du 4-m6thylthio 2-hydroxy butyronitrile en 
hydroxy analogue de la m6thionine par la nitrilase d 'A faecalis est Iin6aire 
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Temps 


Activite 


RR 


(Heure) 


(umoles/ h. mg de prot.) 


(%) 


0 


0 


1 


0,5 


150 


3 


1 


171 


5 


21,5 


150 


68 


24,8 


150 


77 


29 


150 


87 



EXEMPLE 5 Influence du pH 



10 



Conditions op6ratoires : 

nitrile 

proteine 

tampon ac6tate 100 mM de pH 4 & 5 
tampon phosphate 100 mM de pH 6 & 7 
tampon TRIS-HC1 100 mM de pH 8 a 9 
tampon borate 100 mM de pH 10 £ 1 1 
tempferature 
Dur6e 



50 mM 
50 (jg/ml 

1 ml 



30°C 
1 & 2 heures 



pH 


Activite 




(umoles/ h. mq de prot.) 


4 


0 


5 


42 


6 


232 


7 


272 


8 


405 


9 


412 


10 


158 


11 


0 



EXEMPLE 6 Influence de la temperature 



Conditions op6ratoires 
nitrile 50 mM 
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proline 50 pg/ml 

tampon phosphate 100 mM de pH 7,0 
temp6ratures variables de 4°C a 60 6 C 
dur6e 1 heure 

5 La temperature optimale de fonctionnement de ('enzyme est de 50°C. 



Temperature 
en°C 


Activit6 
(limoles/ h. mg de prot.) 


4 


45 


10 


67 


20 


140 


30 


272 


40 


419 


50 


570 


60 


333 



EXEMPLE COMPARATIF AVEC LE MANDELONITRILE 
Conditions opSratoires: 

Mand6lonitrile 7 mM 

Prot6ine 5 pg/ ml 

1 0 Tampon phosphate 1 00 mM pH 7,0 1 ml 

Temp6rature 30°C 



Temps 
(minute) 


Activite 
(pinoles/ h. mg de prot.) 


ee 


15 


1000 


1 


60 


1030 


1 



La nitrilase purifi6e est done 6nantios6lective sur le mand§lonrtrile 
mais pas sur le 4-m6thylthio 2-hydroxybutyronitrile. 
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EXEMPLE 7 

Hydrolyse du 4-methyl thio 2-hydroxy butyronitrile par Rhodococcus HT 29-7 
FERM BP-3857 

Le micro-organisme Rhodococcus sp. HT 29-7 FERM BP-3857 est 
5 cultiv6 dans le milieu suivant: 



La culture est realises a 30°C dans des fioles d'Erlenmeyer de 2 
litres contenant 600 ml de milieu. Le tout est agit6 a 150 tours par minute 
20 durant 140 heures. Le culot cellulaire est r6cuper6, lave avec une solution 
NaCI a 9 g/ 1 puis congele. 

Influence du pH pour I'hydrolyse : 

Conditions operatoires: 



15 



10 



Glycerol 20 g/ 1 

Extrait de levure (DIFCO) 3 g/ 1 

KH2PO4 1 g/ 1 

Na 2 HP0 4 .12H 2 0 4,4 g/ 1 

Na 2 S0 4 2,8 g/ 1 

MgCI 2 .6H 2 0 0,85 g/ 1 

CaCI 2 .2H 2 0 0,05 g/ 1 

MnS04.H 2 0 0,033 g/ 

FeS0 4 .7H 2 0 0,013 Ql 

ZnS04.7H 2 0 0,005 gJ 

Benzonitrile 0,5 g/ 1 
pH7,5 



30 



25 



4-methyl thio 2-hydroxy butyronitrile 1 00 mM 
Densite Optique a 660nm 1 5 

Tampon acetate 100 mM de pH 4 a 5 
Tampon phosphate 100 mM de pH 6,0 a 7,0 1 ml 
Tampon TRIS-HC1 100 mM de pH 8,0 a 9,0 
Tampon Borate 100 mM de pH 10,0 a 1 1,0 
Temperature 30°C 
Duree 10 heures 
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PH 


Rendement en acide 


A 

4 




5 


100% 


6 


100% 


7 


100% 


8 


100% 


9 


100% 


10 


20% 


11 


0% 



EXEMPLE 8 : Influence de la concentration en substrat. 

La stability de I'enzyme en fonction de la quantit6 de substrat a aussi 
6t6 mesur6e dans les conditions suivantes: 

4-m6thyl thio 2-hydroxy butyronitrile cf Tableau r6sultats 
5 Densit6 Optique a 660nm 20 

Tampon phosphate 300 mM pH 7,0 5 ml 
Temp6rature 30°C 
Dur6e 2 heures 



Concentration en nitrile 
(mM) 


Rendement en acide 


50 


90% 


100 


44% 


200 


22% 


300 


10% 


400 


0% 


500 


0% 
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EXEMPLE 9 Stability de I'enzyme en fonction de la quantitS d'acide form6 

Conditions op6ratoires: 

4-m§thyl thio 2-hydroxy butyronitrilelOO mM 
Density Optique & 660nm 1 5 

5 Tampon phosphate 100 mM pH 7,0 1 ml 



Temperature 
Duree 


30°C 
6 heures 


Concentration en acide 
(mM) 


rendement en acide 


0 


100% 


200 


100% 


400 


100% 


600 


100% 


800 


100% 


1000 


100% 



EXEMPLE 10 



Exc6s 6nantiom§rique. 

1 0 4-m§thylthio 2-hydroxy butyronitrile 1 40 mM 

Density Optique & 660nm 1 4 

Tampon phosphate 100 mM pH 7,0 1 ml 

Temperature 20°C 



Temps d'incubation 


Rendement en acide 


Purete optique 


2h 


15% 


0 


6h 


50% 


0 


24 h 


100% 


0 



L'Stude cinfetique d'hydrolyse du 4-m§thylthio 2-hydroxy butyronitrile 
15 montre une production Iin6aire d'hydroxy analogue de la m6thionine par 



# 
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heure par mg de cellules s§ches. L'exc6s 6nantiom6rique de I'acide form6 a 
6t6 rnesurS par chromatographie liquide, il est 6gal & 0% pour un rendement 
en acide variant de 1 5% & 1 00%. 

EXEMPLE 1 1 Influence de la temperature. 

5 Conditions opferatoires: 

4-m6thyl thio 2-hydroxy butyronitrilelOO mM 
Densit§ Optique & 660nm 1 5 

Tampon phosphate 100 mM pH 7,0 1 ml 



Temperature 


voir tableau 


Duree 


6 heures 


T(°C) 


rendement en acide 


10 


70% 


20 


100% 


30 


100% 


40 


100% 


50 


31% 


60 


15% 



EXEMPLE 12 Hydrolyse du 4 methylthio 2-aminobutyronitrile. 

Conditions opSratoires: 

4-m6thyl thio 2-hydroxy butyronitrile 23 mM 

Densit6 Optique & 660nm 1 5 
15 Tampon phosphate 100 mM pH 7,0 1 ml 

Temperature 30°C 
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(heure) 


rpnrlompnt on ppiHp 


pxrA*? £nnntinm£riniift 

de I'acide 


0,5 


40% 


n.d. 


1 


51% 


0,12 


2 


62% 


n. d. 


5 


78% 


0,15 



EXEMPLE 13 

Les conditions de cultures utilisfees pour Gordona terrae MA-1 
(FERM BP-4535) sont les suivantes : 



Glycerol 


10 g/ 1 


Extrait de levure 


0,4 g/l 


K2HPO4 


6,8 g/ 1 


Na2HP04.12H20 


7,1 g/l 


Na2S04 


2.8 g/ 1 


MgCl2- 6H 2 0 


0,4 g/l 


CaCl2. 2H 2 0 


40 mg/ 1 


MnS04. H2O 


4 mg/ ml 


FeCI 3 


0,6 mg/ 1 


ZnS04 


0,3 mg/ 1 


Benzonitrile 


0,5 g/l 


pH 7,2 





Activit6 de Tenzyme 

Les cellules cultiv6es sont ensuite Iav6es puis mises en presence de 
Thydroxy m§thylthio butyronitrile pour le dosage de I'activite 

Conditions operatoires : 
20 [nitrile] = 23 mM; 

[cellules] = 6,8 g/ 1; 
tampon phosphate 100 mM 
pH 7,0; 35°C 




Temps (heures) 

La cin6tique d'hydrolyse de I'hydroxy methylthio butyro nitrile est 
lineaire. La vitesse initiale est estimee a 13 mmol/ h. g CS . 

EXEMPLE 14 Influence de la concentration en cyanhydrine de I'AMTP sur 
I'activite nitrilase. 

5 L'influence de la concentration initiale en hydroxy methylthio 

butyronitrile sur I'activite nitrilase a ete determinee, les resultats sont indiques 
dans le tableau suivant. 

Conditions operatoires: 
[cellules]=5,1 g/ 1; 
10 Tampon phosphate 100 mM 

pH 7,0; 35°C. 

La cinetique est realisee sur 0,5, 1, 2 et 3 heures. 



Concentration en nitrile 
(mM) 


Activite 
(mmol/ h. q CS) 


50 


14 


100 


13 


200 


15 


300 


0 


400 


o 



Jusqu'a 200 mM, I'activite varie peu avec la concentration en 

substrat. 



WO 96/09403^^ PCI7FR95/01196 

18 



EXEMPLE 15 Influence de la concentration en hydroxy analogue de la 
m6thionine sur Pactivit6 nitrilase. 

Dans cet essai, nous avons 6tudi6 influence de la concentration en 
hydroxy-4 m6thylthio-2 butanoate d'ammonium sur I'activite nitrilase. 

5 Condition op6ratoire: 

[cellules] = 5 g/ 1; 

[nitrile] = 100 mM; 

tampon phosphate 100 mM pH 7,0; 

35°C. 

10 La concentration en carboxylate d'ammonium varie entre 0 et 1 ,5 M. 



Concentration en acide 


Activite 


(mole/ 1) 


(umol/ h. mq de CS) 


0 


9,4 


0,5 


14 


1 


19 


1.5 


15 



La concentration en hydroxy-4 m6thylthio-2 butanoate d'ammonium 
ne modifie en rien Tactivite initiate de la souche Gordona terrae HT29-7. 

EXEMPLE 16 Influence du pH et de la temperature. 

Conditions op6r^toires: 
15 [nitrile]=100mM; 

[cellules]=7,5 g/ 1; 

Tampon ac6tate 100 mM pH 4 d 5; 
tampon phosphate 100 mM pH 6 d 7; 
tampon Tris-HC1 100 mM pH 8 & 9 
20 tampon Borate 1 00 mM pH 1 0 d 1 1 ; 3 

30°C; cinfctique sur 1 , 2, 4 et 6 heures. 
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pH 


Activit6 
(mmol/ h a CS) 


4 


. 0,6 


5 


2.5 


6 


7,8 


7 


9,6 


8 


15,3 


9 


18 


10 


5,7 


11 


11 



Le pH optimum se situe aux alentours de 8-9 dans nos conditions 
op6ratoires. 

Influence de la temp6rature sur Tactivit6 nitrilase de Gordons terrae MA-1. 

Conditions op6ratoires: 
5 [nitrile]=100mM; 

[cellules]=7,5 g/ 1; 

Tampon phosphate 100 mM pH 7,0; 
cin6tique sur 1 heure. 



TCC) 


Activity 
(mmol/ h. q CS) 


10 


0,6 


20 


2,3 


30 


3,2 


40 


3.4 


50 


3,5 


60 


1.9 



La temp6rature optimale se situe vers 40-50°C. 
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REVENDICATIONS 

- 1 - Proc6d6 de preparation d'acides 4-methylthio butyrique a 
substitu6s rac6miques caracferise en ce qiTon hydrolyse les 4-methylthio 
butyronitrile a substitu6s rac6miques par une nitriiase choisie parmi celles 

5 d 'Alcaliaenes faecalis. Rhodococcus sd . HT 29-7 ou de Gordons terrae . 

.- 2 - Proc6d6 selon la revendication 1 caracferise en ce que le 
4-m6thylthio butyronitrile a substitues racerniques est le 4-m6thylthio 
2-hydroxy butyronitrile 

- 3 - Proc6d6 selon la revendication 1 caracferise en ce que le pH du 
10 milieu est compris entre 4 et 1 1 et de preference entre 5 et 9. 

- 4 - Proc6d6 selon la revendication 1 caracferise en ce que la 
temperature d'hydrolyse est comprise entre 30 et 60°C et de preference 30 
et50°C. 

- 5 - Proc6d6 selon la revendication 1 caracferise en ce que la 
15 concentration en 4-m6thylthio butyronitrile a substitue dans la solution de 

d§part est comprise entre 10 et 400 mmoles et de preference entre 50 et 200 
mmoles par litre. 

- 6 - Proc6d6 selon la revendication 1 caract6ris6 en ce que la 
concentration en acide 4 methylthio butyrique a substitue dans la solution est 

20 comprise entre 10 et 2000 mmoles par litre et de preference entre 100 et 
1500 mmoles par litre.. 

- 7 - Proc6d6 selon la revendication 1 caracferise en ce que Ton 
utilise une nitriiase appartenant & un micro-organisme du genre Alcaligenes. 

- 8 - Proc6d6 selon la revendication 1 caracferise en ce que Ton 
25 utilise une nitriiase appartenant & un micro-organisme du genre 

Rhodococcus. 

- 9 - Proc6d6 selon la revendication 1 caract6ris6 en ce que Ton 
utilise une nitriiase appartenant & un micro-organisme du genre Gordona. 
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